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Abstract
誗AIM:To investigate the appropriate methods to establish
corneal alkali chemical injury on rats.
誗METHODS:The rats (n=87) were randomly divided into
three groups. Corneal alkali injury was induced by placing
1mol/ L NaOH soaked filter paper on the limbus of摇 right
cornea for 20 seconds (group A, n = 34) or 40 seconds
(group B, n = 23), and on the central axis of the right
cornea for 40 seconds ( group C, n = 30) respectively.
Corneal transparency, corneal ulceration, and corneal
neovascularization were observed and recorded under slit-
lamp biomicroscope on day 7 post-operation.
誗 RESULTS: Incidence of corneal ulceration, corneal
perforation and positive rate of corneal fluorescein
staining in limbal corneal injury groups (group A and B)
were significantly higher than that of central corneal injury
group ( group C ) ( P < 0. 05 ). Incidence of corneal
ulceration and corneal perforation in group B was
significantly higher than group A ( P < 0. 05). Corneal
neovascularization was observed in all three groups.
誗CONCLUSION: Corneal alkali burns induced by 3mm
diameter central cornea injury are fit for the study of
corneal neovascularization, while those induced by
limbus injury for 20 seconds are fit for the study on limbal
stem cells deficiency.
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corneal neovascularization; rat
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摘要
目的:探索相对稳定性强、一致性好的大鼠角膜碱烧伤动
物模型。
方法:将 87 只 SD 大鼠分为角膜缘碱烧伤 20s 组(A 组,34
只),角膜缘碱烧伤 40s 组(B 组,23 只),角膜中央碱烧伤
40s 组(C 组,30 只),用浸润 1mol/ L 氢氧化钠的滤纸片,
分别烧灼大鼠角膜缘和角膜中央,术后 7d 裂隙灯显微镜
观察角膜透明度、角膜溃疡及角膜新生血管情况,并记录
上述指标。
结果:角膜缘碱烧伤(B 组)较角膜中央烧伤(C 组)溃疡
发生率、角膜穿孔率和角膜上皮荧光素钠染色阳性率高,
且有统计学差异(P<0. 05);角膜缘烧灼时间长组(B 组)
溃疡发生率及角膜穿孔率高于角膜缘烧灼时间短组(A
组),且有统计学差异(P<0. 05);烧灼角膜缘和角膜中央
(A,B,C 组)均能诱导出角膜新生血管。
结论:对于研究角膜新生血管的动物模型,以选择 3mm 圆
形滤纸片角膜中央烧伤为佳;对于研究角膜缘干细胞缺乏
所致角膜病变的实验,以选择环形滤纸片放置于角膜缘
20s 为佳。
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0 引言
摇 摇 大鼠角膜碱烧伤是研究眼表损伤所致角结膜病理生
理变化及对各项治疗措施反应最常见的动物模型,该模型
制备的基本方法是将浸泡过氢氧化钠的滤纸片置于角膜
表面造成角膜损伤,但氢氧化钠的浓度、滤纸片大小及放
置时间的长短等因素对角膜的损伤程度、模型制备的成功
率有很大影响,目前国内外尚无统一标准。 我们比较了三
种不同方法对角膜上皮缺损、溃疡形成及新生血管范围的
影响,以期建立一种比较稳定的大鼠角膜碱烧伤动物
模型。
1 材料和方法
1.1 材料摇 健康清洁级 SD 大鼠 87 只,雌雄不限,体质量
200 ~220g,购自南通大学医学院动物实验中心提供。 裂
隙灯活体显微镜检查排除眼部病变。
1.2 方法
1.2.1 模型制作摇 将大鼠随机分为角膜缘碱烧伤 20s 组
(A 组)34 只,角膜缘碱烧伤 40s 组(B 组)23 只,角膜中央
碱烧伤 40s 组(C 组)30 只。 所有动物给予 10% 水合氯醛
3mg/ kg 腹腔注射全身麻醉, 5g/ L 盐酸丙美卡因滴眼液局
部麻醉,干棉棒拭去结膜囊多余液体。 A 组:将内直径
4mm,外直径 8mm 的单层 环形滤纸片 浸泡于浓度 为
1mmol/ L NaOH 溶液中 20s 后,置于干燥滤纸上 1s 蘸去多
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滤纸,使之与角膜缘贴合,烧灼 20s,然后生理盐水冲洗
1min。 B 组:将碱烧灼时间增加为 40s,其余步骤同 A 组。
C 组:将直径 3mm 的单层圆形滤纸片,浸泡 NaOH 后放在
大鼠右眼角膜中央烧灼 40s,然后生理盐水冲洗 1min。 未
烧灼处的角膜上皮均予手术刀片刮除,造模后未给予任何
治疗,常规喂养。
1.2.2 观察指标摇 大鼠角膜碱烧伤后,每天在裂隙灯显微
镜下观察角膜、结膜及前房情况,第 7d 行眼前段照相,记
录角膜透明度、角膜溃疡发生率及穿孔率,测量角膜新生
血管(CNV)的长度并计算面积。 角膜透明度评分标准
[1]:
0 分,角膜透明,无混浊;1 分,角膜轻度混浊,虹膜纹理可
见;2 分,角膜中度混浊,虹膜纹理不清;3 分,角膜重度混
浊,隐见瞳孔;4 分,角膜极重度混浊,瞳孔不见。 角膜新
生血管测量及面积计算:根据颜世龙等
[2]报道,以大鼠角
膜缘9颐00 ~3颐00 位划一横线将角膜分成上下两部分,再由
12颐00 ~6颐00 位划一条线,这两条线将角膜分成 4 个象限,
分别用圆规测量各象限内最长的一支血管长度(以连续
且弯曲度小,并与角膜缘切线垂直的新生血管长度为
准)。 角膜新生血管面积计算:A = C/12伊3. 1416[r
2 -(r-
l)
2]
[3],其中 C 为 CNV 累及角膜的圆周钟点数,l 即所取
的血管长度,大鼠角膜半径 r= 3mm。 CNV 总面积等于 4
个象限面积之和。
摇 摇 统计学分析:数据统计运算采用 Stata 10 统计软件进
行处理,角膜溃疡发生率、穿孔率、新生血管诱导率、角膜
上皮荧光素钠染色率采用 字
2检验;角膜透明度采用秩和检
验;新生血管长度、新生血管面积、角膜上皮缺损面积采用
单因素方差分析。 检验水准为 琢=0.05。
2 结果
2.1 形态学观察摇 A 组和 B 组角膜缘碱烧伤后即见:角膜
缘缺血,邻近结膜苍白,烧灼部位角膜上皮脱落。 C 组角
膜中央碱烧伤后即可见结膜混合充血,角膜中央可见一个
边界清晰、直径 3mm 的圆形上皮缺损区。 三组大鼠角膜
碱烧伤后 1d 均见明显结膜混合充血,角膜轻度水肿、混
浊,角膜荧光素钠染色阳性。 3d 时即有新生血管自角膜
缘向透明角膜生长,呈毛刷状,相互之间形成吻合支。 此
后,新生血管不断生长,第 4 ~ 7d,新生血管面积增长
最快。
2. 2 角膜透明度摇 碱烧伤后 7d,角膜透明度检查情况见
表 1,A 组和 B 组之间角膜透明度无统计学差异(t =
1郾 414,P>0. 05);但 C 组角膜透明度明显好于 B 组(t =
3郾 587,P<0. 05)。
2.3 角膜溃疡发生率、角膜穿孔率、角膜上皮荧光素钠染
色阳性率及角膜新生血管诱导率摇 碱烧伤后 7d,三组角
膜溃疡发生率、角膜穿孔率、角膜上皮荧光素钠染色阳性
率及角膜新生血管诱导率见表 2 及图 1。 角膜溃疡发生
率和角膜穿孔率 B 组高于 A 组和 C 组(P<0. 05);角膜上
皮荧光素钠染色阳性率 B 组高于 C 组(P<0. 05),A 组和
B 组间无统计学差异(P>0. 05);角膜新生血管诱导率 B
组高于 C 组(P<0. 05), A 组和 B 组间无统计学差异(P>
0. 05)。
2.4 角膜新生血管长度及面积摇 碱烧伤后7d,三组角膜新
生血管长度和面积见表 3,A 组新生血管面积小于 B 组
(P<0.05)。 B 组和 C 组新生血管长度和面积无统计学差
异(P>0. 05)。
图 1摇 三组大鼠角膜溃疡发生率、角膜穿孔率、角膜上皮荧光素
钠染色阳性率和角膜新生血管诱导率的比较摇
aP<0.05 vs B 组。
表 1摇 三组大鼠角膜碱烧伤后 7d 角膜透明度 眼
分组 n
角膜混浊度评分
0 分 1 分 2 分 3 分 4 分
A 组 34 0 0 4 4 26
B 组 23 0 0 0 4 19
C 组 30 0 7 3 10 10
表 2摇 三组大鼠角膜溃疡、穿孔、角膜上皮荧光素钠染色阳性率
和角膜新生血管的变化 眼(%)
分组 n 角膜溃疡 角膜穿孔
角膜荧光素
钠染色
角膜新生
血管
A 组 34 15(44.12)
a 8(23.53)
a 34(100) 29(85. 29)
B 组 23 18(78.26) 13(56.52) 22 (95.65) 23(100)
C 组 30 4(13. 33)
a 2(6.67)
a 18(60)
a 25(83.33)
a
aP<0.05 vs B 组。
表3摇 三组大鼠角膜碱烧伤后7d 角膜新生血管长度及面积 軃 x依s
分组 n(眼) 新生血管长度(mm) 新生血管面积(mm
2)
A 组 34 1. 690依0. 509 11. 543依7. 497
a
B 组 23 2. 041依0. 458 18. 339依3. 088
C 组 30 2. 221依0. 543 19. 823依6. 740
aP<0. 05 vs B 组。
3 讨论
摇 摇 大鼠角膜碱烧伤可诱发角膜上皮缺损、角膜基质水
肿、角膜溃疡形成及角膜新生血管形成等病理改变,是研
究角膜化学烧伤、热烧伤、手术创伤、自身免疫性疾病如
Steven-Johnson 综合症、角膜瘢痕性类天疱疮等众多角膜
疾病理想的动物模型。
摇 摇 目前的研究多数用大鼠建造模型,还有用小鼠、家兔、
新西兰大白兔等。 所选择的滤纸有环行滤纸
[ 4,5] 和圆形
滤纸。 但 圆 形 滤 纸 直 径 不 统 一, 直 径 为 2 ~ 6mm 不
等
[6-10]。 碱烧伤所用的 NaOH 的浓度多数为 1mol/ L
[1,2,5],
也有研究者使用的浓度为 0. 5mol/ L
[11,12]。 碱烧灼部位多
为角膜中央,时间长短不一,从 10 ~ 180s
[12-20] 不等;还有
的烧灼角膜缘 30s
[4,5];或烧灼包括角膜缘在内的整个角
膜 30s
[10]。 我们对比了上述文献中制作模型的方法和碱
烧灼角膜时间并进行了预实验,根据预实验结果选择了烧
灼角膜缘 40s,20s 和烧灼角膜中央 40s 共 3 组进行比较。
摇 摇 角膜碱烧伤程度的控制是建模是否成功的关键,Ma
等
[5]用环形滤纸片烧灼大鼠角膜缘30s,有36.25%(29/80)
发生角膜穿孔等严重并发症而造模失败。 我们设计了用
直径3mm 圆形滤纸片、内直径4mm 外直径8mm 环形滤纸
片浸泡 1mol/ L NaOH 后分别放置于角膜中央和角膜缘,
4 9 0 1
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烧伤较角膜中央烧伤溃疡发生率和角膜穿孔率高且有统
计学差异(P<0. 05);角膜缘烧灼时间长溃疡发生率及角
膜穿孔率高且有统计学差异(P<0. 05);3 组均能诱导出
角膜新生血管。
摇 摇 我们的实验结果还提示,不同的实验目的应该选择不
同的建模方法。 对于研究角膜新生血管的动物模型,以选
择 3mm 圆形滤纸片角膜中央烧伤为佳,此时角膜形成新
生血管的比例达 85%,新生血管生长均匀一致,长度及面
积均能达到实验所需要求,且角膜溃疡、角膜穿孔的比例
明显低于角膜缘烧伤组。 对于研究角膜缘干细胞缺乏所
致角膜病变的实验,应选择环形滤纸片放置于角膜缘
20s,此时既可以诱发角膜上皮缺损(100%)、角膜溃疡
(44.12%)、角膜新生血管形成(85. 29%)等病理改变,角
膜穿孔率却明显低于环形滤纸片放置于角膜缘 40s 组,提
高了建模的成功率。
摇 摇 此外,在实验操作过程中尚需注意以下细节:(1)滤
纸片浸润碱液的量要适宜,否则易造成角膜的弥漫性烧伤
或烧伤偏轻;(2)烧灼时尽量不要持续压迫滤纸片,否则
易加剧碱液穿透角膜,并发症发生率增加;(3)制作角膜
缘碱烧伤时轻压滤纸使之与角膜缘很好贴合,使角膜缘一
周烧灼的时间和程度相同;(4)擦干结膜囊内多余水份,
主要是泪液,以免碱性液体弥散后烧灼周围组织及降低滤
纸片的碱浓度,可用开睑器撑开眼睑,阻止瞬目。
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